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Chromatographie rapide en couche mince 
des flavatoxines contenues dans les aliments 
par P. BouTIBONNEs, J. JACQUET et A. TEHERANI 
La sécrétion de mycotoxines (dont les flavatoxines ne sont qu'un 
exemple) par certaines souches de champignons constitue l'une­
des plus nouvelles et plus attrayantes voies de développement de 
la microbiologie alimentaire, dont le domaine est, par ailleurs, 
immense (7). La recherche des toxines d' Aspergillus fiavus est 
actuellement très importante sur le plan de l'hygiène et intéresse· 
beaucoup plus, en fait, les vétérinaires que les médecins et ceci 
pour deux raisons : d'abord, parce que la toxicité et la cancérisa­
tion ne sont pas absolument prouvées pour l'homme (9), alors qu'el­
les sont indiscutables dans une échelJe zoologique très étendue, 
allant des protozoaires aux vers, insectes, poissons, oiseaux et. 
mammifères, sans parler des microbes et des plantules de végétaux 
(2), ensuite, parce que ce sont les aliments des animaux qui se­
trouvent dans la pratique le plus fréquemment pollués (4). 
La mise en évidence des aflatoxines peut se faire par des méthodes. 
biologiques, dont le test sur canetons d'un jour (11), mais elles 
restent onéreuses, difficiles à réaliser, longues et non exemptes de 
critiques (6) (10). Pour les analyses courantes, il est, de surcroît, 
impossible d'y recourir ; aussi, la plupart des laboratoires spéciali­
sés préfèrent-ils employer les méthodes chromatographiques. 
Nous avons, de notre côté, présenté une technique rapide d'appré­
ciation (8) qui a subi, depuis, quelques améliorations et modifica­
tions (1) (3). Elle nécessite une extraction suivie d'une chromato­
graphie en couche mince. Cette dernière a l'inconvénient inévitable 
d'entraîner, outre les taches fluorescentes caractéristiques des. 
flavat.oxines, quelques autres substances qui peuvent être gênantes 
et qui en sont plus ou moins lointaines. Nous avons pensé qu'en 
juxtaposant différents solvants, nous obtiendrions une séparation 
différentielle qui permettrait de reconnaitre ce que nous cherchons. 
à retenir, en éloignant sur certaills chromatogrammes les fantômes 
de substances parasites qui s'en rapprochaient sur d'autres au 
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point d'être confondues. On évite, ainsi, des purifications longues 
et coûteuses par passage sur colonnes de silice, d'alumine ou de 
terre d'infusoires. 
1. - Broyage et préparation de l'échantillon 
Réduire avec un moulin ou un broyeur approprié l'échantillon 
en une poudre fine. La richesse en lipides modifiant la technique, 
il faut, d'abord, l'apprécier, au moins grossièrement. Pour cela, 
une petite quantité du prélèvement est écrasée sur une feuille de 
papier vergé blanc N° 3 (Fioroni 603) : la présence d'une auréole 
traduit une teneur en lipides qui nécessite un dégraissage préalable, 
soit à l'éther de pétrole au Soxhlet (a), soit à l'hexane à l'agita­
teur mécanique (b), selon l'équipement dont le laboratoire dispose. 
Il. - Dégraissage préalable des produits riches en lipides 
a) à l'appareil de Soxhlet.
La délipidation est faite à l'aide d'éther de pétrole sur 20 g 
d'échantillon pulvérisé placés dans la cartouche Durieux de l'appa­
reil. Elle est poursuivie pendant 4 heures. 
b) à l'agitateur Flash Shaker BTL. 
20 g d'échantillon réduits en poudre fine sont placés dans un 
ballon de 500 ml, puis recouverts par 100 ml d'hexane. On ferme 
avec un bouchon de caoutchouc. Le récipient est alors placé dans 
une griffe de l'agitateur où il est secoué pendant 15 minutes. Ensuite, 
le contenu est rapidement filtré sur Büchner muni d'un filtre de 
papier Fioroni 101, le résidu étant réintroduit avec le papier filtre 
dans le ballon de départ pour un nouveau traitement. L'opération 
est renouvelée à une 3e reprise, mais cette fois, le solvant est de 
l'éther éthylique. Enfin, le produit est dégraissé, séché à l'étuve à 
50 oC pendant 10 minutes. 
Les substances pauvres en lipides ne subissent pas de dégraissage 
.avant l'extraction des toxines, mais après. Nous renvoyons, pour 
eux, cette question à un paragraphe ultérieur. 
Ill. - Extraction des ftavatoxines 
La poudre d'échantillon, dégraissée ou non, est mise dans un ballon 
de 500 ml, humidifiée par 10 ml d'eau distillée auxquels on ajoute 
3 g de sable de Fontainebleau. L'ensemble est vigoureusement 
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agité à la main pendant 2 à 3 minutes. Le tout est alors recouvert 
de 100 ml d'un mélange chloroforme acétone (99: 1). Le flacon est 
fermé, et fixé sur l'agitateur Flash Shaker BTL et agité pendant 
40 minutes, le bouton du rhéostat étant placé en position moyenne. 
Le contenu est filtré rapidement sur Büchner (muni d'un filtre 
Fioroni 101) et la fraction chloroformique évaporée sous vide lais­
sant un résidu dans la fiole de Kitasato qui était placée sous l'ap­
pareil de Büchner. Ce résidu est repris par du chloroforme (5 à 10 ml) 
filtré sur 5 g de sulfate de sodium anhydre, puis dilué pour être uti­
lisé directement en chromatographie, dans le cas des produits qui 
étaient, au départ, riches en graisses et auxquels on a fait subir un 
traitement préalable (Il). Sinon, c'est ce résidu lui-même qui devra 
être dégraissé (voir paragraphe IV). 
IV. - Délipidation des extraits provenant des échantillons 
peu riches en lipides au départ 
Le résidu qui vient d'être obtenu en III est repris par 20 ml de 
méthanol et 20 ml d'hexane qui sont transvasés dans une ampoule 
à décanter. Après addition d'un ml d'eau distillée, la phase inférieure 
alcoolique est soutirée et subit un ou plusieurs lavages à l'hexane 
avant d'être recueillie dans un flacon d'Erlenmeyer qui reçoit 25 ml 
d'eau distillée. Le mélange eau-alcool est transvasé dans une ampoule 
à décanter. Cette fraction aqueuse est lavée après agitation trois 
fois avec 20 ml de chloroforme. Les extraits chlorof ormiques sont 
réunis dans une fiole de Kitasato, après passage sur un filtre 
contenant 5 à 10 g de sulfate de sodium anhydre ; puis, le solvant 
est évaporé sous vide. Le résidu est repris par le chloroforme (5 à 
10 ml) puis dilué et utilisé pour la chromatographie en couche mince. 
De toutes façons, les solutions obtenues, qu'il s'agisse de la tech­
nique II 1 ou IV doivent être analysées le plus rapidement possible, 
afin d'arrêter ou, tout au moins, raccourcir leur exposition à la 
lumière qui en altérerait la qualité. 
V. - Chromatographie proprement dite 
a) Préparation des lames.
Des lames de verre pour observation microscopique (26 X 76 mm) 
préalablement nettoyées au mélange sulf ochromique et par un 
bain prolongé dans l'alcool-éther (2 -1 : v/v) puis essuyées au 
papier pelure et séchées à l'air par agitation sont immergées verti-
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calement pendant 5 secondes à l'aide d'une pince en bois dans une 
suspension de gel de silice G (préparée selon Stahl) (Merck) à 
40 p. 100 dans le chloroforme. Les lames sont ensuite retirées lente­
ment d'un mouvement régulier, puis séchées sous un courant d'air 
chaud. L'une des faces et les bords sont essuyés à la raclette de 
caoutchouc. 
b) Dépôt des gouttes d'extrait de fiavatoxines.
A l'aide d'une micropipette, 2,5-5 et 10 µl des différentes dilu­
tions chloroformiques sont placées à 7 mm du bord inférieur de la 
lame à côté d'une goutte-témoin positive de flavatoxines purifiées 
1 µg/ml) ou à défaut d'un extrait précédent positif. 
Les solutions étalon chlorof ormiques de flavatoxine sont conser­
vées à + 4 °C dans les flacons rodés, eux-mêmes enfermés dans des 
récipients hermétiques, à col large et peint en noir, recevant des 
tampons de coton imbibés de chloroforme. 
On prépare 5 lames identiques par échantillon à analyser. 
c) Délipidation supplémentaire.
Avec des extraits provenant de produits très gras, délipidés à 
froid surtout, il est bon d'observer une précaution préliminaire à 
la chromatographie. Les lames plongées dans un flacon de Borel 
contenant 2 ml d'éther de pétrole sont lessivées par l'ascension du 
solvant, entrainant les graisses résiduelles qui risqueraient, sans 
cela, de gêner la migration des corps recherchés ou de nuire à la 
lecture sous U.V. par formation d'une fluorescence parasite bleutée 
qui se déplace avec le solvant, et surtout lorsqu'il s'agit du chloro­
forme. 
d) Séparation ascendante.
On dispose 4 flacons de Borel parfaitement propres et un Bécher 
de 100 ml forme haute fermé par un couvercle de boîte de Pétri 
dans lequel on a placé à la partie inférieure un couvercle de flacon 
de Borel renversé (fig. 1 ). On verse dans chaque flacon de Borel 2 ml 
de l'un des solvants suivants, 3 à 5 minutes avant que ne s'effectue 
la chromatographie, afin de saturer la miniatmosphère de la cuve : 
- l'un des flacons reçoit ainsi 2 ml d'éther éthylique (E) 
- le 2e, 2 ml du mélange chloroforme méthanol (95: 5) (CM) 
- le 3e, 2 ml du mélange chloroforme acétone (90: 10) (CA) 
- enfin le 4e, 2ml du mélange méthanol-eau (90: 10) (ME) 
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Par ailleurs, on verse 2 ml de la phase superieure du mélang& 
benzène-éthanol-eau.(46: 35: 19) dans le couvercle du flacon de Borel 
disposé au fond du vase de Bécher de 100 ml, et 3 ml de la phase 
inférieure de ce même mélange autour du couvercle (fig. 1). Une lame 
-------
4 
FIG. 1.. - Chromatographie en couche mince des aflatoxines utilisant 
le mélange 5 du tableau. 
1. - Couvercle de boîte de Pétri. 
2. - Lame de microscope avec gel de silice en couche mince. 
3. - Vase de Bécher 100 ml forme haute. 
4. - 2 ml de la phase supérieure du mélange (Benzène : alcool : eau). 
5. - Couvercle renversé de flacon de Borel. 
6. - 3 ml de la phase inférieure du mélange (Benzène : alcool : eau). 
préparée selon V - a, b, séchée par passage dans un courant d'air 
chaud, est plongée dans chaque solvant des flacons de Borel et du 
couvercle renversé du fond du Bécher, la séparation des substances 
se faisant par voie ascendante. Les difTérentes cuves à chromato­
graphie ainsi constituées sont refermées ; au bout de 4 minutes 
environ, quand le front du solvant a parcouru la distance de 35 mm 
repérée grâce à une échelle voisine en carton, les lames sont relevées, 
séchées rapidement à l'air, puis disposées dans l'obscurité totale à 
20 cm de la lampe U.V. de longueur d'onde 3.500A(lampeCAMAG). 
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Fm. II. - Fabrication des lames et préparation des chromatographies. 
A gauche, de biais : flacons et racloir de caoutchouc servant à 
la fabrication des lames. 
A droite devant : lames prêtes à l'emploi. 
Au fond : 5 cuves renfermant des systèmes de solvants différents, 
soit de gauche à droite : 
E : éther éthylique. 
CM : chloroforme-méthanol (95 : 5). 
CA : chloroforme-acétone (90: 10). 
ME : méthanol-eau (60 : 40). 
BAE : Benzène-éthanol-eau (46 : 35 19). 
VI. - Résultats 
A. Position des taches. 
Sous la lumière U.V., les flavatoxines B apparaissent comme une 
tache bleu-violette, les aflatoxines G comme une tache bleu-turquoise. 
La flavatoxine M se présente sous forme d'un spot de teinte bleue. 
La position de ces difTérents types de toxines repérées par leur Rf, 
c'est-à-dire le rapport entre la distance parcourue par chaque 
substance et celle parcourue par le solvant, est représentée dans le 
tableau suivant : 
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1 Valeur des Rr 
Cuve Systèmes Fla va- Fla va- Fla va-solvants toxine toxine toxine 
B G M -
1 Flacon de Borel Ether éthylique 0,20 0,15 0,08 
(100) 
-
2 - Chloroforme 0,62 �,52 0,35 
méthanol (95:5) 
-
3 - Chloroforme : 0,55 0,45 0,20 
acétone (90: 10) 
-
4 - Méthanol : eau 0,65 0,65 0,6la 
(60: 40) 
-
Bêcher 1 OO ml + Benzène : alcool : 
5 cuve (couvercle eau (46 : 0,53 0,50 0,33-0,25 
flacon de Borel) 35 : 19) 
B. Calcul des taux de flavatoxines. 
Connaissant la quantité minimale de flavatoxine capable de donner 
dans les conditions relatives à la lecture décrites précédemment, 
une fluorescence visible à l'œil nu, il est facile, en utilisant des dilu­
tions successives jusqu'à l'extinction du spot, d'induire la quantité 
de toxine par kg d'aliment, exprimée par la formule suivante: 
où 
e X N X 1.000 . 
----- = µg/kg de prodmt 
vxp 
e = quantité minimale de flavatoxine décelable par fluores­
cence (en µg). 
N = dilution du produit aboutissant à la tache visible avant 
l'extinction 
v = volume déposé sur le chromatogramme (en ml) 
p = poids du produit analysé ( en g - en généra] 20 g). 
où: 
e X N 
-- = en p. p. m. (1) 
vxp 
( 1) Parties par million. 
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La quantité minimale de flavatoxine de type B décelable par 
cette méthode est de 0,000 65 µg. 
A notre avis, il n'apparait pas utile d'épiloguer longuement sur 
les doses acceptables (50 µg ou 100 µg par kg d'aliment, par exemple) 
d'autant plus que les divergences d'un laboratoire à l'autre sont 
considérables (5) et l'idéal serait d'obtenir qu'il n'y ait pas du 




Dépôt de la goutte. 
Fic. III. - Chromatographie d'un extrait chlorotormique de 
culture d' A. parasiticus montrant les ditlérents types de toxines syn­
thétisées par la moisissure [solvant-chloroforme : methanol (95 : 5) 
w/v]. 
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tout de flavatoxines. En tout cas, le procédé de recherche et de 
titrage de ces corps que nous décrivons, sans avoir la prétention 
d'être d'une précision absolue est extrêmement simple et rapide 
et donne des résultats parfaitement reproductibles. Il doit rendre 
de grands services dans le contrôle systématique des aliments du 
bétail, dont trop sont encore actuellement pollués par la flavatoxine, 
à des taux très divers, d'ailleurs (20 p. 100 des échantillons exami­
nés par nous [4]). La technique est d'emploi général et par exemple, 
applicable aux cultures et extraits microbiens, aux tissus animaux 
et aux humeurs, et, bien entendu, aux divers produits propres pour 
)a nutrition humaine, quelles qu'en soient les origines. 
(Laboratoire de Microbiologie 
de la Faculté des Sciences de Caen.) 
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